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RESUMO
Introdugao: Na pratica cirtrgica dermatoldgica, a cirurgia micrografica de Mohs ¢é de
grande valia para a exérese de neoplasias cutaneas. No entanto, em determinados tipos de

neoplasia, a imuno-histoquimica pode aumentar a acuracia diagnostica.

Objetivo: Relatar o uso da cirurgia micrografica de Mohs associada a imuno-histoquimi-

ca e avaliar sua eficicia em relacio aos métodos tradicionais.

Método: Realizadas cirurgia micrografica de Mohs em cinco casos de neoplasias cutaneas
diversas e avaliagdo tecidual com hematoxilina-eosina e imuno-histoquimica, no intraope-

ratorio.
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Resultados: Maior prevaléncia de pacientes do sexo feminino, idosos, com maior
frequéncia de neoplasias do tipo carcinoma basocelular recidivado, na face. Em todos os
casos foi possivel realizar a imuno-histoquimica na pe¢a congelada e, na maioria dos casos,
foi realizado fechamento primario no primeiro estagio da cirurgia de Mohs, sem compli-
cacdes poOs-operatorias.

Conclusdo: A combinagio das duas técnicas pode aumentar a sensibilidade, assegurando Correspondéncia para:
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margens livres, permitindo menor ntimero de recidivas e preservagio de maior quantidade
de tecido livre de neoplasia.
Palavras-chave: cirurgia de Mohs, imuno-histoquimica, neoplasias cutaneas

ABSTRACT
Introduction: In the dermatologic surgery practice, Mohs micrographic surgery is of great value in the
excision of cutaneous neoplasias. Nevertheless, in certain types of neoplasia, immunohistochemistry
can increase diagnostic accuracy.
Objective:To describe the use of Mohs micrographic surgery associated to immunohistochemistry and Data de recebimento: 10/10/2016
evaluate their effectiveness regarding traditional methods. Data de aprovacao: 14/11/2016
Method: Mohs micrographic surgery was petrformed in 5 cases of diverse cutaneous neoplasias. Tissue

evaluation with hematoxylin-eosin and immunohistochemistry were carried out intraoperatively.

Trabalho realizado na Pontificia
Universidade Catélica de Campinas
(PUC) - Campinas (SP), Brasil.

Results: There was greater prevalence of elderly female patients with higher frequency of recurred
basal cell carcinomas in the face. In all cases it was possible to perform immunohistochemistry in the
frozen specimen. In most cases, primary closure was carried out in the first stage of the Mohs surgery,
without postoperative complications.

Conclusion:The combination of the two techniques can increase the procedure’s sensitivity, guarante-
eing the presence of free margins, leading to fewer recurrences and allowing the preservation of a greater

amount of neoplasia-free tissue.
Keywords: mohs surgery, Immunohistochemistry, skin neoplasms
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INTRODUCAO

Em 1930, o doutor Frederic Mohs, em Wisconsin, EUA,
foi o primeiro a desenvolver o conceito da cirurgia micrografica.
Enquanto estudava o efeito da inje¢io de diferentes substancias
em neoplasias, notou que, ao adicionar cloreto de zinco, havia
necrose tissular, porém com preservagio da estrutura microsco-
pica da neoplasia, como se tivesse sido processada de acordo com
a rotina anatomopatologica. Dessa forma, inferiu que a fixa¢io in
situ poderia ser utilizada conjuntamente com procedimentos ci-
rargicos para remover neoplasias de maneira microscopicamen-
te controlada. Adicionalmente, também desenvolveu a ideia do
uso de cortes horizontais congelados para avaliacio de 100% das
margens, em vez do tradicional corte vertical, permitindo dessa
forma a avaliacio da totalidade das margens do tecido (profunda
e periférica), com maior taxa de cura. Em 1941 publicou seu
primeiro artigo cientifico, mostrando o tratamento de 440 pa-
cientes em quatro anos, ¢ logo chamou a aten¢io da comunidade
dermatologica. Em 1951, Mohs desenvolveu a assim chamada
cirurgia micrografica de Mohs (CMM), removendo os tumores
para depois realizar a fixagio, conhecida como técnica do tecido
fresco. Isso tornou a técnica mais rapida, mais toleravel para o
paciente e com maior preservagio de tecido saudavel, fazendo-a
a técnica padrio ouro para o tratamento de algumas neoplasias
de pele, primérias ou recorrentes.'

Com o passar dos anos, a frequéncia dessa cirurgia foi
aumentando, principalmente apds o advento da congelacio de
tecidos, sendo hoje o método mais confiavel para a remocio de
malignidades cutaneas.>”

A imuno-histoquimica (IH) é técnica utilizada para de-
tectar antigenos especificos a partir da utilizacio de anticorpos
previamente selecionados, podendo ser realizada de duas formas:
direta ou indireta. A forma direta requer maior quantidade de
anticorpos, tendo menor sensibilidade e por isso vem sendo cada
vez menos utilizada. Com menor necessidade de anticorpos, a
forma indireta é mais eficaz e a mais utilizada atualmente, tendo
sido a técnica empregada no presente estudo.*?

Desde 1980 a IH vem sendo incorporada a CMM, vi-
sando a maior sensibilidade do método, uma vez que facilita a
interpretacio dos resultados anatomopatologicos, sendo porém
pouco utilizada nos dias de hoje.® Este trabalho tem como ob-
jetivo demonstrar a aplicabilidade da imuno-histoquimica na
CMM, suas vantagens e limitagdes. E o primeiro trabalho na
literatura brasileira a descrever o uso dessa técnica, em servi¢o de
dermatologia de um hospital universitario, tendo aplica¢io para
diversos tipos de neoplasias cutaneas.

METODOS

Sio relatados cinco casos cirrgicos de pacientes de um
servico de residéncia médica de dermatologia, ocorridos em
2015, nos quais foi realizada a CMM em diferentes tumores
cutdneos, tanto epiteliais quanto mesenquimais. As cirurgias fo-
ram realizadas conforme os padroes exigidos pela técnica, com
exérese das lesdes seguidas de mapeamento, aplainamento dos
fragmentos, congela¢io, corte e confec¢io das laminas para co-
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loragio com hematoxilina-eosina (HE) e estudo imuno-histo-
quimico.

A TH foi realizada nas laminas correspondentes, utilizando
o sistema automatizado do aparelho BenchMarck Ultra (Ventana
medical systems, Inc. Roche USA) e os seguintes marcadores:
AE1 e AE3 (pancitoqueratinas) para as neoplasias epiteliais, CD
34 para os tumores mesenquimais e enolase para avaliacio neu-
ral. Uma vez constatada a auséncia de neoplasia nas margens,
foram realizadas as correcdes dos defeitos cirtirgicos.

O estudo foi realizado de acordo com os principios éti-
cos que constam na Declara¢io de Helsinki e que sio coerentes
com as Boas Praticas Clinicas e requerimentos regulatérios apli-
caveis, e conduzido conforme os regulamentos federais vigentes
e as diretrizes da Conferéncia Internacional de Harmonizag¢io
(International Conference of Harmonization — ICH).

Um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foi
obtido de cada paciente antes da realizacdo dos procedimentos.

DESCRICAO DOS CASOS

1- PG, do sexo masculino, 74 anos, em acompanhamento
no servico de dermatologia por diversas neoplasias de pele, apre-
sentou, em 2015, nova lesio na parede lateral nasal esquerda: pla-
ca eritémato-perlacea, de aproximadamente 1,2cm de diametro,
com bordas mal delimitadas e telangiectasias visiveis, encimada
por crosticula hematica, com diagndstico de carcinoma baso-
celular (CBC) solido expansivo apds bidpsia incisional. Para a
exérese dessa lesdo, optou-se pela CMM associada a IH, devido
a localizagdo nobre e mi delimitagio das margens e proximi-
dade com cicatriz cirtrgica prévia. Foi realizada delimita¢io da
neoplasia, com margens cirargicas de dois milimetros e exérese
da lesio com confec¢io das margens laterais e profunda, com
posterior congelamento das pecas. A avaliacio das margens foi
realizada por meio da colora¢io HE (Figura 1A) e técnica de IH
utilizando o painel de citoqueratinas AE1/AE3. Todas as mar-
gens cirtrgicas estavam livres de comprometimento neoplasico
ap6s o primeiro estigio da cirurgia micrografica. Foi entio rea-
lizado debulking tumoral, com congelagio e coloracio HE e IH
AE1/AE3 para visualizacio tumoral e avaliagio da técnica de
IH na pega congelada (Figura 1B). Com todas as margens livres,
procedeu-se a reconstrugio da ferida operatéria, mantendo-se o
seguimento clinico do paciente.

2-TGZ, do sexo masculino, 33 anos, iniciou seguimento
no servi¢o em agosto de 2015 devido a lesio na perna esquerda
ha um ano, assintomatica, com crescimento progressivo. Ja havia
sido submetido a cirurgia para exérese dessa lesio em maio de
2015 com o diagnoéstico de dermatofibrossarcoma protuberans.
Ao exame dermatoldgico, apresentava placa acastanhada infil-
trada, de um centimetro, bem delimitada. Foi entio aventada a
hipétese diagnostica de dermatofibrossarcoma protuberans re-
cidivado, optando-se pela realizacio de CMM, procedimento
considerado padrio ouro para o tratamento dessa neoplasia. Foi
realizada a exérese da lesdo com margens de um centimetro, ten-
do sido dividida em oito fragmentos. Na congelacio e posterior
colora¢io com HE nio ocorreu comprometimento neoplasico
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FIGURA 1: A - Caso 1- Hematoxilina-eosina, CBC micronodular (debulking);
B - Caso 1- Imuno-histoquimica com marcadores AE1/AE2
positiva, CBC micronodular (debulking)

dos fragmentos, sendo necessario apenas um estagio da cirur-
gia, seguido de fechamento primario (Figura 2A). Seguiu-se o
debulking tumoral, com congelacio, HE e IH com CD34 para vi-
sualizacio tumoral e avaliagdo da técnica de imuno-histoquimica
na peca congelada (Figura 2B).

3- PSL, do sexo feminino, 66 anos, em acompanhamento
no Servico de Dermatologia devido a multiplas queratoses ac-
tinicas. Em julho de 2015, notou-se, ao exame dermatologico,
papula eritematosa, perlacea, de 0,8cm, com ulceracio central,
na asa nasal direita, tendo sido realizado bidpsia incisional que
resultou em CBC metatipico com diferencia¢io escamosa. De-
vido a localizagio nobre e ao subtipo histolégico da neoplasia
a paciente foi encaminhada para a CMM. Foram delimitadas
margens cirdrgicas de dois milimetros, sendo elas divididas em
quatro fragmentos, que se mostraram todos livres de neoplasia
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FIGURA 2: A - Caso 2 - Dermatofibrossarcoma protuberans HE (debulking);
B- Caso 2 - IH CD-34 positiva para células fusiformes sugestiva de dermatofi-
brossarcoma protuberans (debulking)

no primeiro estigio. A IH realizada com as pancitoqueratinas
AE1 e AE3 também nio evidenciou comprometimento tumoral
nas margens (Figura 3). A reconstru¢io da ferida operatéria foi
realizada por um retalho de transposicio.

4- MCC, do sexo feminino, 74 anos, encaminhada ao
Servico de Dermatologia com lesdo na regido malar esquerda
e diagnéstico de CBC infiltrativo apds bidpsia incisional, tendo
sido encaminhada para a realizagio de CMM. As margens apre-
sentaram-se livres no primeiro estagio, porém, na margem B, ha-
via presenca de grandes células que foram submetidas a IH para
confirmacio da histogénese. Os anticorpos AE1/AE3 foram ne-
gativos na topografia B, podendo-se concluir que as margens
cirtirgicas estavam livres de neoplasia. Realizou-se fechamento
primario da ferida operatéria.

5- MCGS, do sexo feminino, 47 anos, encaminhada ao
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FIGURA 3: CAsO 3 - IH AE1/AE3 evidenciando epiderme e glandula sebdcea
(margem livre)

servico de dermatologia para seguimento clinico apds ter sido
realizada exérese completa de CBC soélido e esclerodermifor-
me com nivel de infiltragio neoplasica até derme profunda e
invasdo perineural, no epicanto lateral esquerdo. Ao exame der-
matoldgico inicial, apresentava apenas cicatriz com bom aspec-
to, sem sinais de recidiva. No entanto, apds trés meses, houve o
aparecimento de placa infiltrada de lcm, endurecida, com te-
langiectasias, na regido medial da cicatriz. Foi aventada hipotese
diagnéstica de CBC recidivado, optando-se por realizagio de
bidpsia incisional em trés pontos. O laudo anatomopatoldgico
revelou CBC infiltrativo, atingindo tecido muscular esquelé-
tico na profundidade (Figura 4A). Dessa forma, foi realizada a
CMM, uma vez que apresentava invasio de tecidos profundos.
A cirurgia constou de dois estigios, devido ao fato de as mar-
gens A, C e F estarem comprometidas, tendo sido efetuada sua
ampliacdo. Foi realizada a IH com enolase para evidenciar feixe
nervoso, que se mostrou livre de comprometimento neoplasico
(Figura 4B). O defeito cirargico foi corrigido por fechamento
direto.

RESULTADOS

Foram tratados cinco pacientes entre 33 e 74 anos, de
ambos os sexos, com diferentes neoplasias de pele. Observou-se
maior prevaléncia do sexo feminino e de idade superior a 60
anos (Grafico 1). A localizacdo mais frequente foi a nasal, sendo
80% das neoplasias localizadas na face, e nio houve complicacdes
pos-operatdrias em nenhum caso. O diagnédstico histologico de
CBC infiltrativo foi o mais comum, sendo trés neoplasias reci-
divadas e duas neoplasias primarias (Tabela 1). A tnica cirurgia
que necessitou de dois estagios foi a de uma neoplasia recidiva-
da, tendo a maioria sido submetida a fechamento primario no
primeiro estagio. Quanto aos marcadores imuno-histoquimicos
optou-se pelo uso do AE1/AE3, CD 34 ¢ enolase (Tabela 2). Foi
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FIGURA 4: A-Caso 5 - HE, CBC com infiltragdo da musculatura profunda.
Feixe nervoso livre; B - Caso 5 - IH enolase, feixe nervoso sem tumor

demonstrado nesse estudo-piloto a possibilidade do uso de di-
ferentes marcadores imuno-histoquimicos nas pecas congeladas,
abrindo a possibilidade de aumentar ainda mais a sensibilidade e
a eficacia de margens livres.

DISCUSSAO

A CMM ¢ técnica cirtrgica que consiste na delimitacio
das margens clinicas do tumor inicialmente e, em seguida, das
margens cirrgicas, com distincia de dois milimetros ou mais
entre elas. A peca cirurgica ¢ dividida em fragmentos e mapeada
para correta orientagio espacial durante sua analise. O aplaina-
mento ¢ realizado para que haja completa visualizacio da epi-
derme e derme em um tGnico plano do fragmento e em seguida
ocorre o congelamento dos tecidos. As laminas sio entdo prepa-
radas para avaliagdo histologica, e coradas com HE, utilizada para
todas as neoplasias cutaneas.®’

Uma vez realizados tais procedimentos, o cirurgiio der-
matoldgico avalia as laminas para verificar o comprometimento
das margens. Para margens cirtrgicas livres de neoplasia, ja pode
ser realizada a reconstrugio do defeito cirrgico; para margens
comprometidas, tanto laterais quanto profundas, sio realizadas
novas ampliacdes até que todas sejam consideradas livres de neo-



Imunohistoquimica em CMM

GRAFICO 1: Estatistica descritiva de sexo e idade

plasia. Permite-se assim o controle histologico completo com a
avaliagio de 100% das margens.*’

As indica¢des para CMM sio: tumores recorrentes; tu-
mores nio completamente excisados; tumores de pele nio mela-
noma superiores a 0,4cm localizados em areas com alto risco de
recorréncia local (central da face, periocular, periauricular); tu-
mores localizados em areas em que a preservagio de tecido e alta
taxa de cura sio importantes; tumores com margens clinicas mal
definidas; tumores com subtipos histologicos agressivos (CBC
micronodular, infiltrativo, escamoso ou esclerodermiforme e
carcinoma espinocelular pouco diferenciado) ou com evidén-
cia de infiltra¢io perineural e perivascular; tumores sobre areas
irradiadas ou cicatrizes; tumores em areas nobres como genital,
anal, mios e pés; tumores em expansio em pacientes IMunos-
suprimidos; pacientes geneticamente predispostos a desenvolver
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multiplos canceres de pele (xeroderma pigmentoso, sindrome de
Gorlin-Goltz).**7

A TH é técnica laboratorial utilizada para detectar an-
tigenos especificos nos cortes tissulares, que pode ser realizada
de duas maneiras. O método original ou direto permite que um
Gnico anticorpo, previamente conjugado a uma enzima, interaja
com o antigeno presente na célula de interesse. Em seguida é
adicionado um substrato, que reage apresentando fluorescéncia
quando em contato com a enzima. Esse método requer altas
concentracoes de anticorpos, o que diminui a sensibilidade. No
método indireto, um anticorpo primario se liga a um antigeno
especifico, e, em seguida, é adicionado um segundo anticorpo,
conjugado a uma enzima, que se liga a esse complexo primario.
Um substrato ¢ entio adicionado e, quando em contato com a
enzima, fluoresce. Dessa forma, uma menor concentragio de an-
ticorpos é necessaria, 0 que aumenta a sensibilidade e eficacia.*®
Desde 1980, a IH foi incorporada 3 CMM, uma vez que permi-
tia reconhecer mais facilmente as células neoplasicas. Sua aplica-
bilidade, porém, era limitada, pois seu longo periodo de prepara-
¢do determinava maior tempo cirrgico, além de apresentar alto
custo, contar com poucos profissionais capacitados e também
pelo fato de haver na drea poucos estudos a esse respeito.® Esse
tema tem sido cada vez mais abordado por diversas pesquisas nos
altimos 20 anos, além de mais escolas se terem capacitado para
o ensino da técnica. Dessa forma, o papel da imuno-histoquimi-
ca na CMM tem-se consolidado, dobrando na ultima década, e
provou-se que na técnica de congelamento ha preservagio do
contetdo antigénico, dando aos anticorpos melhor habilidade de
identificar e rastrear os antigenos (células tumorais).>*

Atualmente, diversos marcadores podem ser utilizados na

técnica de IH,a depender do tipo tumoral apresentado. Exemplos
sio: Melan-A, S100, HMB45, citoqueratinas, entre outros.>*?

As vantagens da imuno-histoquimica na CMM se dio

TABELA 1: Estatistica descritiva: localizagdo tumoral, diagnéstico anatomopatolégico e presenca de recidiva

Variavel

Frequéncia %

Localiza¢do tumoral

Nariz
Malar
Epicanto Lateral
Perna

Diagnéstico anatomopatdlogico
CBC sdlido expansive

CBC metatipico diferenciacdo
CBC infiltrativo

Dermatofibrossarcoma protuberans

Tumor recidivado
Sim
Nao

40
20
20
20

20
20
40
20

60
40
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pelo aumento da habilidade em identificar células tumorais, in-
cluindo os casos mais dificeis, como aqueles cujas neoplasias mi-
metizam estruturas normais ou estio entremeadas ao processo
inflamatério denso ou ao tecido fibrético e aquelas com invasio
perineural. Também se observa o aumento da acuricia na iden-
tificagio de margens cirtrgicas livres e comprometidas, levando
a diminuic¢io das taxas de recidivas e da retirada desnecessiria de
tecido normal.>?

As desvantagens incluem maior tempo e multiplos pas-
sos requeridos no processo de coloragio dos tecidos, lembrando
que os reagentes possuem alto custo e curto periodo de validade.
O aumento no nimero e capacitagio dos profissionais nos labo-
ratorios de Mobhs, incluindo técnicos e cirurgides, e 0 aumento
do tempo de espera pelo paciente também se apresentam como
fatores limitantes.? Trimble et al.,° realizaram estudo em que ci-
rurgides de Mohs credenciados listaram os principais motivos
para a nio utilizacio da IH, que foram, em ordem de apare-
cimento: aumento do tempo cirtrgico, falta de treinamento e
custo elevado.

Hoje em dia um dos principais enfoques das pesquisas
nesse campo tem sido a reduc¢io do tempo do processo de colo-
racio e da cirurgia como um todo. Estudos mostram que proto-
colos rapidos (até 30 minutos) ja foram desenvolvidos e apresen-
tam eficacia igual a dos protocolos tradicionais (em média uma
hora), sem comprometer a confiabilidade do método.®’

CONCLUSAO

O uso da IH na CMM definitivamente estd em expansao,
mas ainda se faz necessaria maior quantidade de estudos. O uso
da coloracio em sec¢des congeladas tem-se mostrado til nas
variadas formas de neoplasias cutineas, permitindo o aumento
da detec¢io de células tumorais, mas para isso € necessario um
aumento no nimero de equipes treinadas para sua realizacio.

A TH da espago para a expansio e o crescimento da apli-
cabilidade da CMM, principalmente nos tumores de dificil deli-
mitac¢do histologica. Dessa forma, aumenta a sensibilidade para a
identificacio de células tumorais, possibilitando preservar tecido
normal em maior quantidade e diminuir recidivas, oferecendo
aos pacientes um tratamento de melhor qualidade. @
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